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> 2002/0428 

L'usage de la farine raffin6e et deshuilee du Jojoba ou un ou plusieurs de ces 
composants bio-actives comme agent inhibiteur de Pangiogenese dans la lutte 
contre le cancer. 

Specification 

L' invention concerne essentiellement une nouvelle application de la farine raffinee et 
deshuilee des graines de la plante de Jojoba (Simmondsia chinensis L., C.K Schneider) 
ou d> une des substances bio-actives qui en ont ete isolees comme un produit inhibant V 
angiogenese ou un produit antitumoral (anticanceraux) pour P homme et V animal. 

Etat de P art 

La preparation de la farine raffinee et deshuilee du Jojoba a ete decrite en particulier 
dans le brevet international d' application WO 94/25035. L' extrait polaire de cette 
farme raffinee et deshuilee du Jojoba est constitue majoritairement de Simmondsin et de 
ses analogues et derives dont nous avons revele les caracteristiques inhibitives sur P 
angiogenese. / 



Aspects principaux de P invention 

L'invention concerne la decouverte inattendue du fait que I s extrait polaire de la farine 
20 raffinee et deshuilee du Jojoba ou les substances bio-actives qui en sont isolees, a savoir 
la Simmondsin, ses analogues et derives, produisent un effet potentiel sur P inhibition 
de P angiogenese et ainsi un effet antitumoral sur les tumeurs dependant de P 
angiogenese. Le phenomene de P angiogenese consiste dans la nouvelle formation de 
vaisseaux sanguins (neo-vascularisation). Ce phenomene est d' une importance 
25 particuliere dans les metastases des cancers tumoraux comme par exemple: la tumeur de 
la prostate, le carcinome du poumon, le carcinome dus sein. 

Les medecins specialises reconnaissent que les tumeurs dependant de P angiogenese 
represented une large part des cancers existants, ce qui demontre P importance de cette 

30 invention. En effet, les tumeurs produisent des facteurs angiogeniques qui stimulent la 
formation de nouveaux vaisseaux sanguins. L' inhibition du developpement des 
vaisseaux sanguins empechera transfert de P energie vers la tumeur, ce qui causera P 
arret de son developpement et, de ce fait, provoquera le debut de sa regression. Pour 
cela, la recherche d' un inhibiteur de P angiogenese utilisable dans la pratique est de 

35 riqueur (Van Hinnsbergh et al., 1999). 

Objectifs de V invention 

La presente invention a comme objectif principal le developpement d' une nouvelle 
composition pharmaceutique qui disposera d y un effet inhibiteur sur P angiogenese ou 
40 d' un effet antitumoral agissant en particulier sur les tumeurs dependant du phenomene 
de P .angiogenese. — 



Description detaillee de V invention 

Suivant un premier aspect, cette invention est liee a P usage de la farine raffinee et 
45 deshuilee de Jojoba, ou d' un extrait polaire, ou d'une substance bio-active isolee de cet 
extrait, c.a.d. la Simmondsin, ses analogues et derives, comme un agent inhibiteur de 
Pangiogenese ou un agent antitumoral, pour la fabrication d'une composition 
pharmaceutique ayant une activite inhibitrice de Pangiogenese ou un effet antitumoral 
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Selon une deuxieme conception, cette invention est liee a une composition 
pharmaceutique, caracterisee par un agent inhibiteur de Tangiogenese et comportant la 
tanne raffinee et deshuilee du Jojoba, ou un extrait polaire, ou une substance bio-active 
isoiee de cet extrait - en particulier la Simmondsine, - un de ses analogues ou derives ~ 
5 dans une dose efficace pour inhiber 1' angiogenese chez Phomme et ranimal. 

Troisiemement, cette invention se rattache a une methode d'inhibition de Tangiogenese 
chez l'homme et Tanimal: elle consiste a administrer aux humains et aux animaux qui 
en sont reduits a ce traitement, une dose efficace afin d' inhiber 1' angiogenese Celle-ci 
1 0 se composerait de 1' extrait polaire de la farine raffinee et deshuilees du Jojoba ou d une 
substance bio-active isoiee de cet extrait, comportant en particulier la Simmondsine ses 
analogues et derives. 

Selon un autre principe, les substances bio-actives 3 a savoir la Simmondsine ses 
1 5 analogues et derives. Les produits de synthese comprenant une fonction nitrilique sans 
hydrogene disponible sur un carbone voisin empechant ainsi la liberation de Tacide 
cyanique toxique sont inclus dans Tinhibition de Tangiogenese. 

De a presente description il resulte que cette invention impliquera une avance technique 
20 inattendue et bien determinee permettant de traiter les tumeurs par ses qualites 
inhibitrices de Tangiogenese voir ses proprietes antitumorales. 

Un autre usage de cette composition pharmaceutique est le traitement des tumeurs 
humames et animates, en particulier celles dependant de la neo-vascularisation, par 
25 exemple la tumeur de la prostate, le carcinome du poumon, le carcinome du seins, le 
carcinome de la peau (melanome). . . etc. 

Cette invention, sera decrite en referant aux exemples descriptifs qui ne limitent pas la 
protection de Tinvention. H sont seulement donne a Tattention des specialistes a 
) effectuer le traitement. Dans ces exemples, tous les pourcentages sont donn6s en poids, 
la temperature est la temperature ambiante et la pression est la pression atmospherique' 
sauf indication contraire. 

Administration orale 

Suivant une conception particuliere, la farine raffinee et deshuilee du Jojoba, T extrait 
polaire ou une de ses substances bio-actives isolees de la se con^oivent pour 
T administration par voie orale chez Thomme et Tanimal. 

Suivant une autre conception particuliere, cette composition pharmaceutique est con9ue 
pour T administration orale et contient de la farine raffinee et deshuilee du Jojoba dans 
une concentration inferieure a 3 pour cent en poids. L'administration s' effectue p.e. 
comme ' un milk-shake' a prendre durant les repas principaux. 

Suivant une autre conception particuliere, cette composition pharmaceutique a ete 
con9ue pour Tadministration orale et contient Textrait polaire de la farine raffinee et 
deshuilee du Jojoba, ou un de ses substances bio-actives, en particulier la Simmondsine, 
ses analogues et derives, dans une concentration inferieure a 0,15 pour cent en poids. 
L'administration s'effectue ou comme un milk-shake, ou comme d'un comprime 
contenant la dose exacte de la molecule bio-active, a prendre durant les repas. 
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L' administration parenterale 

Suivant une autre conception particuliere, l'extrait polaire ou un de ses composants bio- 
actives est con<?u pour 1' administration parenterale chez 1'homme et Panimal. 

Suivant une autre conception, l'extrait polaire ou un des ses composants se concoit pour 
1 administration parenterale (pour le traitement parenteral) et comporte un extrait polaire 
de la fanne raffinee et deshuilee du Jojoba ou une substance bio-active isolee de cet 
extrait , en particulier la Simmondsine, ses analogues et derives, dans une concentration 
inferieure a 0,15 pour cent en poids. 

L' administration topique 

Suivant une conception individuelle, l'extrait polaire ou un de ses composants con<?u 
pour le traitement topique des tumeurs accessibles par la voie topique sur la peau de 
Phomme et 1 'animal. 



Suivant une autre conception de l'usage de 1' extrait polaire est celle de Padministration 
topique. II s'agit de l'extrait polaire de la farine raffinee et deshuilee du Jojoba ou d' 
une substance bio-active isolee de cet extrait qui contient en particulier la Simmondsine 
ses analogues et derives, dans une concentration entre 0.1 et 10 pour cent en poids de 
20 preference 5 pour cent en poids de l'extrait polaire ou un de ces constituants. 

Exemple 1: Preparation de la farine raffinee et deshuilee du Jojoba 

Les graines de Jojoba disponible sur le marche, sont fragmentees et aplaties de fa(?on a 
obtenir la farine de jojoba qui contient de Phuile et des fragments de pelures Les 
25 pelures sont separees par voie mecanique. La farine contenant Phuile est traitee par une 
extraction aux solvants pour eliminer Phuile comme decrit dans le brevet US N° 
5.672.73 1 . , donnant ensuite la farine raffinee et deshuilee du Jojoba (El) 

Exemple 2: Preparation de l'extrait polaire de la farine raffinee et deshuilee du 
30 Jojoba 

La farine raffinee et deshuilee du Jojoba comme decrite dans P exemple 1, est extraite 
par un soivant polaire par exemple un cetone, a savoir Tacetone, le methyle ethyle 
cetone, ou un alcool avec une point de ebullition bas, a savoir Tethanol ou le methanol 
avec un ajoute d'eau a fin d'augmenter la polarite du soivant. La duree de l'extraction 
35 depend de a temperature du fonctionnement Si l'on travaille a la temperature de reflux, 
la duree de T extraction s'eleve de quelques minutes jusqu'4 une heure, ce qui suffit 
pour isoler l'extrait polaire qui contient les substances bio-actives. 

Ensuite, l'extrait polaire est evapore sous vide pour eliminer le soivant, le residu est 
40 ensuite seche par lyophilisation. 

Le produit lyophilise (E2) obtenu, comporte en majeure partie la Simmondsin, ses 
analogues et derives presents naturellement dans les graines de jojoba, et constitue une 
deuxieme conception de cette invention. La composition E2 est soumise aux 
45 experiences biologiques comme decrites dans Pexemple 5. 



L 5 agent inhibiteur de Tangiogenese peut constituer une composition pharmaceutique 
seule ou en soi , ou peut etre melange dans un support ou excipient pharmaceutique 
adapte a la voie d'administration. 
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Cette voie peut etre vine voie orale, topique ou parenteral (intraveineuse, 
intramusculaire ou subcutanee) sans limitation. 

Exemple 3 

Une composition pharmaceutique comportant une ou plusieurs substances bio-actives 
isolees de l'extrait polaire comme preparee dans Pexemple 2 

1) Premiere etape: isolation des substances bio-actives. 

L'extrait polaire comme obtenu dans Pexemple 2 est soumis ensuite a une serie 
d'operations d'extractions liquide/liquide ou solide/liquide utilisant des solvants avec un 
pouvoir solvant variable (gradient ou isocratic). Ainsi, 4 groupes des molecules 
principales sont isoles et sont present dans l'extrait polaire comme d^crit dans 
F exemple 2; a savoir: 

• Un groupe de 5 sucres: d-glucose, mannose, galactose, xylose et arabinose 

• Le groupe des Simmondsins: Simmondsin (majeur), Desmethyi Simmondsin (2 
isomeres) et Didesmethyl Simmondsin. ' 

• Le groupe des Simmondsin Ferules: Ferules (cis/trans) de la Simmondsin, 
Desmethyi Simmondsin et Didesmethyl Simmondsin. 

• Le groupe des Ferules de sucre sous le nom de d-glucose ferules. 

En referant aux resultats en annexe, les molecules avec la bio-activite la plus haute 
au niveau de P inhibition de Pangiogenese sont retrouvees dans le groupe de 
Simmondsin et/ou les Simmondsin Ferules(cis/trans). Notons a partir des resultats 
biologiques que la Simmondsin est moins active que l'extrait polaire total de 
Pexemple 2, ce qui est inattendu. 

L' isolation et P identification de la molecule la plus active (E3) est en cours 
d'examen. 

2) Deuxieme etape; Preparation d'une composition pharmaceutique 

Le produit lyophilise (E2 ou E3) qui constitue Pagent inhibiteur de Pangiogenese 
peut se constituer en soi ou peut etre melange dans un support ou excipient 
pharmaceutique adapte pour la voie d 'administration. Celle-ci peut etre orale, 
topique ou parenteral sans limitation. 

Exemple 4 

1) Isolation de la Simmondsin de l'extrait polaire obtenu dans Pexemple 2 (E.2 ) 
La Simmondsin est isolee par cristallisation a partir de l'extrait polaire avant 
l'elimination du solvant de PE2. Cette separation par cristallisation est facile k 
executer. En general, l'extrait polaire est laisse dans des conditions de conservation 
qui permettent Pevaporation du solvant. Durant l'evaporation du solvant, la 
saturation de la Simmondsin (majeur) commence et la formation des cristaux de 
Simmondsin s'ensuit. La separation physique des cristaux se fait par exemple par 
filtration. 

Les cristaux de Simmondsin obtenus de cette fa<?on constituent le produit E4 decrit 
dans la 4ieme pens^e conception. CP est-a-dire, le produit d'invention inhibiteur de 
Pangiogenese ce qui est soumis aux experiments biologiques dans Pexemple 5. 
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2) Une composition pharmaceutique peut etre preparee a partir des cristaux de 
Simmondsin dans des concentrations differentes dependant de la voie 
d'administration utilisee. 

Quand il s'agit d'une composition pharmaceutique a administration orale, la 
concentration de 0.01 a 0.15 pour cent en poids est proposee, p.e. a administrer sous 
forme d' une pilule pendant les principaux repas. 

Quand il s'agit d'une composition pharmaceutique a administration topique sur la 
peau, la concentration des cristaux de Simmondsin peut varier entre 0.1 et 15 pour 
cent en poids, de preference 5 pour cent en poids de la composition pharmaceutique. 



Exemple 5 

Experiences biologiques sur les effets inhibiteurs de Pangiogen£se des differents 
produits de 1'inventionEl jusqu'aE4 suivant les conceptions presentees dans les 
exemples 1 jusqu'a 4. ; 

Experiences biologiques ont ete faites comme suit : 

Protocole de test: Chorion Allantois Membrane Assay (CAM assay). 

Des ceufs de poules fertilisees sont incubes durant 4 jours a 40°C. Puis, les coques sont 
ouvertes pour exposer le CAM. Deux a 3 ml d'albumine sont enleves pour diminuer la 
pression sur le CAM, (ceci rend le CAM plus facile a manipuler). L'orifice est ferme 
avec du scotch cellophane et les ceufs sont incubes de nouveau jusqu'au neuvieme jour. 
Puis, on applique les composants bio-actifs de test sous une forme liquide, utilisant des 
concentrations differentes. 

L'extrait polaire total (E2) qui contient tous les composants bio-actifs est utilise comme 
reference, les composants individuels (E3) de cet extrait sont compare au niveau de leur 
activite biologique avec l'activite de l'extrait polaire totale. Chaque composant a tester 
est solubilise et 'pipete sur un disque transmis sterile en plastic (10 mm 2 ), suis seche 
sous des conditions steriles'. Chaque disque est traite avec l'acetate de cortisone (100 
jig/ 50 \x\) pour eviter des reactions inflammatoires. Apres sechage, les disques sont 
places sur le CAM, avec le cote charge centre le CAM. Le disque de controle est place a 
une distance de 1 cm du disque qui contient le composant a tester. L'orifice est referme 
avec le scotch cellophane et les oeufs sont incubes de nouveau. Au jour 11, le scotch et 
les disques sont enleves, et 10% de formol est pulverise sur le CAM. Les oeufs doivent 
ensuite secher durant 2 a 4h a la temperature ambiante. Apres, le CAM est coupe de 
Poeuf et monte sur une lame microscopique. La densite vasculaire est mesuree selon la 
methode de Harris-Hooker; Tous les micro-vaisseaux qui croisent 3 cercles 
concentriques d'un diametre de 6, 8 et 10 mm sont comptes (voir figure). 
L'Index d'Angiogenese (IA) est exprime suivant la formule {(t/c)xl00}-100,"ont t - le 
nombre total des vaisseaux croisant la zone ou le disque contenant le composant a tester 
a ete localise; et c = le nombre total des vaisseaux croisant la ou le disque de controle a 
ete localise. Le composant de test est classe positif quand le IA > 10% et negatif quand 
IA < 10%. Quand IA se trouve entre - 10% et + 10%, il n'y pas d'effets attribues au 
composant de test. 

Commentaire sur les resultats obtenu 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) etait utilise comme controle negatif, 
pendant que le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) etait utilise comme 
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controle positif (stimulant de Pangiogenese). Une difference importante (p < 0.05) etait 
trouv6e entre les controles positif et negatif Compare aveo le controle negatif, l'extrait 
polaire total (E2) de la farine raffinee et deshuilee du Jojoba demontre un effet 
significatif inhibiteur sur Pangiogenese. 
5 La Simmondsin (E4) demontre aussi un effet significatif inhibiteur sur Pangiogenese 
neanmoins moins fort que Pextrait polaire totale (E2). De plus, Pextrait polaire total et 
la Simmondsin avaient la propriete d' eliminer V activite capable d'eliminer l'activite 
stimulante du VEGF (voir les resultats du CAM en annexe). 

10 Des resultats supptementaires seront completes endeans les 6 mois. 
References: 

• Liekens S., Neyts I, Degreve B. and De Clercq E. (1997) The sulfonic acid 
15 polymers PAMPS and related analogues are .-highly potent inhibitors of 

angiogenesis. Oncology research, 9:173-181 / 

• Haris-Hooker S.A., Cajdusek CM., Wight T.N., Schwartz S.M. (1983) Neovascular 
responses induced by cultured aortic endothelial cells. J. Cell Physiol 114:302-310 

• Van Hinsbergh V.W., Collen A., Koolwijk P. (1999) Angiogenesis and anti- 
20 angiogenesis: perspectives for the treatment of solid tumors. Aim. Oncol. 1999 10( 

Suppl 4):60-63) 



* 



7 



2002/0428 



10 



15 



20 



, 25 



Revendications: 

1 . L'usage de la farine raffinee et deshuilee du Jojoba ou des substances bio-actives qu 
en sont isolees par extraction polaire, k savoir la Simmondsin, ses analogues et 
derives comme un agent inhibiteur de l'angiogenese ou anti-tumorale, qui permet la 
fabrication d'une composition pharmaceutique avec des caracteristiques inhibiteur 
sur l'angiogenese ou anti-tumorale. 

2. Suivant la revendication n°l, la concentration de la farine raffinee et deshuilee du 
Jojoba est administree a 3 pour cent en poids ou moins. 

3. Suivant la revendication n°l, la concentration de l'extrait polaire ou d' un de ces 
constituants, de la farine raffinee et deshuilee du Jojoba est administree 0. 15 pour 
cent en poids ou moins. 

4. Suivant la revendication n°l a 3, la composition pharmaceutique sert a traiter les 
tumeurs humaines et animales a savoir les tumeurs dependant de la neo- 
vascularisation comme par exemple la tumeur de la prostate, le carcinome du 
poumon, le carcinome du sein, le carcinome de la peau (melanome). 

5. Une composition pharmaceutique avec la caracteristique qu'il s'agit de la farine 
raffinee et deshuilee du Jojoba ou des substances bio-actives isolees par extraction 
polaire, a savoir le Simmondsin, ses analogues et derives dans une dose effective 
pour inhiber l'angiogenese chez les humains et animaux. 

6. Suivant les revendications n°sl, 3, 4 et 5, l'usage des substances bio-actives 
synthetisees contenant une fonction nitrilique sans hydrogene disponible sur un 
carbone voisin est egalement mis sous protection grace a cette invention. 

7. Suivant les revendications n°s 1 a 6, la composition pharmaceutique est formulee 
pour le traitement orale des tumeurs qui sont accessibles par la voie orale. 

8. Suivant les revendication n°s 1, 3, 4, 5 et 6, la composition pharmaceutique est 
formulee pour T administration parenterale pour le traitement des tumeurs qui sont 
accessible par la voie parenterale. 

9. Suivant les revendications n°s 1, 3, 4, 5 et 6, la composition pharmaceutique est 
formulee pour T administration topique pour le traitement des tumeurs de la peau qui 

; sont accessibles par la voie topique. 




